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(57) Abstract: The invention relates to a method for selectively detecting and/or quantifying superparamagnetic and/or ferromag- 
netic particles on analytes. The method is characterized in that a frequency component of magnetic fields (15, 18), which is generated 
due to the non-linearity of the magnetization characteristic curve of the particles, is measured at a mixing frequency. A device for 
selectively detecting and/or quantifying superparamagnetic and/or ferromagnetic particles on analytes comprises: a container (12) 
that contains particles, which are to be detected and/or quantified, on analytes; at least one oscillator (13, 16; 25) for generating 
frequencies of alternating magnetic fields (15, 18); at least one field generator (14, 17) for subjecting the analytes to alternating 
magnetic fields (15, 18); a magnetic field sensor (20) for measuring a response magnetic field (19) of the particles, and; at least 
one phase-sensitive detector (21, 23). These elements are configured in such a manner as to enable a frequency component of the 
magnetic fields (15, 18), which is generated due to the non-linearity of the magnetization characteristic curve of the particles, to be 
measured at a mixing frequency. 
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VerofTentlicht: 

— mil internationalem Recherchenbericht 

Zur Erklarung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen Ab- 
kiirzungen wird auf die Erklarungen ("Guidance Notes on Co- 
des and Abbreviations") am Anfang jeder reguldren Ausgabe der 
PCT-Gazette verwiesen. 



(57) Zusammenfassung: Ein Verfahren zum selektiven Nachweis und/oder zur Quantifizierung superparamagnetischer und/oder 
fcrromagnctischcr Partikcl an Analytcn. Das Verfahren ist dadurch gckcnnzcichnct, dass einc aufgrund der Nichtlinearitat der Ma- 
gnetisicrungskennlinic der Partikcl erzcugtc Frcqucnz-Komponentc von Magnetfeldern (15, 18) bci eincr Mischfrcquenz gemcssen 
wird. Eine Vorrichtung zum selektiven Nachweis und/oder zur Quantifizierung superparamagnetischer und/oder ferromagnetischer 
Partikel an Analyten umfasst: einen Behalter (12) mit nachzuweisendem und/oder zu quantifizierenden Partikeln am Analyten, min- 
destens einen Oszillator (13, 16; 25), zurErzeugung von Frequenzen von Wechsel-Magnetfeldern (15, 18), mindestens einen Feldge- 
nerator (14, 17) zur Beaufschlagung des Analyten mit Wechsel-Magnetfeldern (15, 18) , einen Magnetfeld sensor (20), zur Messung 
eines Antwort-Magnetfeldes (1 9) der Partikel, mindestens einen phasenempfindlichen Detektor (21 , 23), wobei die Bauteile so kon- 
figuriert sind, dass eine aufgrund der Nichtlinearitat der Magnetisierungskennlinie der Partikel erzeugte Frequenz-Komponente der 
Magnctfelder (15, 18) bci eincr Mischfrcquenz gemcssen wird. 
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Beschreibung 

VERFAHREN UND VORRI CHTUNG ZUM SELEKTIVEN NACHWEIS F ERROMAGNETI S CHER ODER 
SUPERPARAMAGNETI SCHER PARTI KEL 



Die Erfindung betrifft den Nachweis magnet ischer Parti- 
kel als Marker an Analyten. 

Aus dem Stand der Technik sind Nachweisverf ahren von 
Analyten mittels Fluorochromen, Enzymen oder radioakti- 
ver Teilchen als sogenannte Marker fur Analyten be- 
kannt . Nachteilig ist der lineare Detektionsbereich von 
Fluoreszenzmarkern bzw. die Empf indlichkeit enzymati- 
scher Techniken begrenzt. Radioaktive Marker sind auf- 
grund der Strahlenschutzanf orderungen problematisch. 

Bioassays auf der Basis magnetischer Markierung des 
Analyten sind hierzu eine Alternative. Die magnetischen 
Partikel bestehen aus einem Eisenoxid-Kern mit defi- 
nierten Durchmessern von einigen zehn bis einigen hun- 
dert Nanometern. Sie weisen eine biokompatible Oberfla- 
chenbeschichtung auf, mit der sie an den Analyten, 
z. B. an chemische Substanzen f oder an die OberflSche 
von Zellen oder Viren in an sich bekannter Weise gebun- 
den werden. 

Vorteilhaft sind derartige Marker stabil, ungiftig und 
mittels magnetischer Felder manipulierbar . Partikel aus 
Eisenoxid sind superparamagnetisch. Das Vorhandensein 
magnetischer Partikel in einem Probenvolumen kann durch 
Wechself eld-Suszeptometrie bestimmt werden. Im Falle 
der Monodispersitat, d.h. einheitlicher Partikelgrofie, 
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kann die Konzentration der Partikel auch quantitativ 
bestimmt werden. 

Aus US 6,110,660 ist der Nachweis magnet ischer Partikel 
mittels Suszeptometrie bekannt , Dabei wird die magneti- 
sche Suszeptibilitat eines Analyten mittels einer Max- 
well-Brucke im Frequenzbereich urn 200 kHz gemessen. Die 
gemessene elektrische Spannung an einem Ausgangsver- 
starker der Brucke ist der Suszeptibilitat der Losung 
proportional. Bei konstanter Partikelgrofle ist wiederum 
die. Suszeptibilitat proportional zur Anzahl der magne- 
tischen Partikel in L5sung. 

Nachteilig ist dieses Verfahren nicht selektiv. Zwar 
ist die magnetische Suszeptibilitat konzentrierter Na- 
nopartikel-Losungen hoch. Allerdings erfordern Immuno- 
15 assay- Verfahren in der Regel den Nachweis sehr geringer 

Konzentrationen von Biomolekulen und dementsprechend 
sehr geringe Konzentrationen magnetischer Marker- 
Partikel. Die resultierende Suszeptibilitat der LSsung 
ist dann sehr klein und kaum von der Suszeptibilitat 
20 einer Vergleichslosung ohne magnetische Partikel zu un- 

terscheiden. Die Erhohung der Verstarkung am Ausgang 
der Maxwell-Briicke ist keine brauchbare Losung dieses 
Problems, weil parasitare Effekte wie Suszeptibilitats- 
variationen der Probengef afie, der Reagenzien und der 
25 Laborumgebung ebenso zu Streuungen in der Ausgangs- 

spannung fuhren wie thermische Effekte und elektro- 
nisches Driften der Bauteile der Ausleseschaltung. 

Aus US 6,046,585 ist die Bewegung von Magnetpartikel- 
Proben zur Erzielung einer niederf requenten Modulation 
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des Messsignals unter Verwendung eines gradiometrischen 
SQUID-Magnetfelddetektors bekannt . Nachteilig werden 
etwaige Signale der Probenhalterung und der Probengefa- 
fte mit diesem Verfahren nicht unterdrtickt. 

Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zum selek- 
tiven Nachweis superpara- und/oder f erromagnetischer 
Partikel bereit zu stellen, welches mit geringem appa- 
rativen Aufwand hochsensitiv solche Partikel nachzuwei- 
sen vermag. Aufgabe der Erfindung ist es weiter eine 
diesbeziigliche Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfah- 
rens bereit zu stellen. 

Die Aufgabe wird durch ein Verfahren gemafi Hauptan- 
spruch und durch eine Vorrichtung gemafi Nebenanspruch 
gelost. Vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben sich aus 
den darauf jeweils riickbezogenen Patentansprilchen . 

Zum selektiven Nachweis und/oder zur Quant ifizierung 
superparamagnetischer und/oder f erromagnetischer Parti- 
kel wird eine aufgrund der Nichtlinearitat der Magneti- 
sierungskennlinie der Partikel erzeugte Frequenz- 
Komponente von Magnetf eldern bei einer Mischf requenz 
gemessen. 

Superpara- und ferromagnetische Stoffe weisen eine 
nichtlineare Magnetisierungskennlinie auf, eine Eigen- 
schaft, welche erf indungsgemafi zum selektiven Nachweis 
dieser Stoffe genutzt wird. Das Verfahren nutzt die Ab- 
hangigkeit der dif f erentiellen Suszeptibilitat, (das 
heilit die Ableitung der magnetischen Suszeptibilitat 
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nach dem Magnetfeld) der Partikel von dem auf die Par- 
tikel einwirkenden Magnetfeld, aus . 

Die Partikel werden mit einem ersten Wechsel-Magnetf eld 
beauf schlagt . Dies hat eine Aussteuerung der Magneti- 
5 sierungskennlinie der Partikel zur Folge (Aussteuer- 

Magnetfeld) . 

Bevorzugt weist das Aussteuer-Magnetf eld eine Frequenz 
zwischen 50 und 100 Hertz auf. Durch Auswahl solcher 
niederf requenter Wechsel-Magnetf elder konnen niedrige 
10 Strome und Spannungen verwendet werden. 

Die Partikel werden zudem mit einem zweiten Wechsel- 
Magnetfeld mit einer zum Aussteuer-Magnetf eld verschie- 
denen Frequenz beauf schlagt . Das zweite Wechsel- 
Magnetfeld dient der Abtastung der Nichtlinearitat der 
15 Magnet isierungskennlinie der Partikel {Abtast- 

Magnetfeld) . 

Als Folge tritt ein auf Grund der Einwirkung der beiden 
Wechsel -Magnet f elder induziertes Antwort -Magnetfeld der 
magnet ischen Partikel auf, welches gemessen wird. 

20 Das Abtast-Magnetfeld kann vorteilhaft eine Frequenz 

zwischen 10 und 100 Kilohertz aufweisen. Dadurch wird 
im Falle der Verwendung einer Induktionsspule als Mag- 
netf eldsensor vorteilhaft bewirkt, dass die in dieser 
Spule durch das Antwort -Magnetf eld induzierte Spannung, 

25 die der Frequenz des Antwort -Magnet feldes proportional 

ist, hoch und damit leichter messbar ist. 
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Die auftretende Amplitudenvariation des Antwort- 
Magnetfeldes ist primar abhangig von der Art und der 
Konzentration der magnet ischen Part ike 1 . Superpara- und 
f erromagnetische Stoffe weisen - wie erwahnt- eine 
5 nicht-lineare Magnetisierungskennlinie auf- Auf Grund 

der nicht-linearen Magnetisierungskennlinie lassen sich 
die genannten Stoffe selektiv nachweisen. 

Das Antwort -Magnet f eld weist an einem Sensor Frequenz - 
Mischkomponenten der beiden auf die magnetischen Parti- 
kel beauf schlagten Wechsel-Magnetf elder auf. Eine sol- 
che Komponente kann durch geeignete phasenempf indliche 
Detektion (Demodulation) nachgewiesen werden. Die da- 
durch erzeugte Spannung entspricht dem Amplitudenver- 
lauf der Komponente und wird als Ausgangssignal zur Be- 
stimmung der Konzentration des Analyten herangezogen. 

Besonders vorteilhaft wird der zeitliche Verlauf der 
Amplitude (Amplitudenvariation) des Antwort- 
Magnetfeldes durch phasenempf indliche Detektion bei der 
Frequenz des Abtast-Magnetf eldes gemessen. Im Falle su- 
20 perpara- und f erromagnetischer Analyten weist der zeit- 

liche Verlauf der Amplitude des Antwort - Magnet f eldes 
Frequenzkomponenten auf, die Vielfache der Frequenz des 
Aussteuer-Magnetfeldes sind. Besonders ausgepragt sind 
geradzahlige Vielfache, und dabei insbesondere die Kom- 
25 ponente mit der doppelten Frequenz des Aussteuer- 

Magnetfeldes . 

Der Grund daftir ist, dass das Aussteuer-Magnetf eld zu 
einer verzerrten magnetischen Induktion der magneti- 
schen Partikel fiihrt. Das zusatzlich aufgebrachte Ab- 
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tast-Magnetfeld hat in dem Falle, dass die durch das 
Aussteuer-Magnetfeld vorliegende momentane magnetische 
Induktion gerade einen Nulldurchgang durchlSuft, eine 
grofle zusatzliche magnetische Induktion zur Folge. In 
dem Falle, dass die Aussteuer- Induktion gerade ein Be- 
tragsmaximum aufweist, fuhrt das Abtast-Magnetf eld hin- 
gegen nur zu einer kleinen, zusStzlichen Induktion. Die 
Amplitude wird namlich durch die Ableitung der Magneti- 
sierungskurve der magnetischen Partikel kontrolliert , 
die im Falle groiier Magnetfelder aufgrund des Satti- 
gungsef f ektes geringer ist als im Falle kleiner Magnet- 
felder. 

Betrachtet man den zeitlichen Verlauf der Amplitude des 
Ant wort -Magnet f eldes bei der Frequenz des Abtast- 
Magnetfeldes als Funktion der Zeit, so variiert diese 
Amplitude gerade mit der doppelten Frequenz der Fre- 
quenz des Aussteuer-Magnetf eldes . Sie hat ihre Minima 
bei den Extrema der Aussteuerung und ihre Maxima bei 
den Nulldurchgangen. 

Die Amplitudenvariation des Antwort -Magnet f eldes wird 
zweckmafiig durch phasenempf indliche Detektion demodu- 
liert. Das Antwort-Magnetf eld wird zweckmaMg durch 
einen Magnetf eldsensor in eine elektrische Spannung ge- 
wandelt und gegebenenf alls verstarkt. 

Die resultierende Ausgangsspannung ist im Falle mono- 
disperser Partikel vorteilhaft linear proportional der 
Konzentration des Analyten, welche nach Kalibration des 
Messsystems entsprechend berechnet wird. 
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Eine Vorrichtung zum selektiven Nachweis und/oder zur 
Quant if izierung superparamagnetischer und/oder ferro- 
magnetischer Partikel mittels Messung der dif f erentiel- 
len Suszeptibilitat der Partikel, umfasst einen Behal- 
ter mit den nachzuweisendem und/oder zu quantif izieren- 
den Partikeln am Analyten. Der Behalter kann aus einem 
fxir das Verfahren geeignetem, nicht magnetischen Mate- 
rial, das heilit z. B. aus Glas oder Kunststoff, beste- 
hen. 

Die Vorrichtung umfasst mindestens einen Oszillator. 
Der Oszillator ist geeignet, urn Frequenzen von Wechsel- 
Magnetf eldern, wie im vorliegenden Fall notig, zu er- 
zeugen. 

Besonders vorteilhaft umfasst die Vorrichtung einen Ba- 
sisf requenz-Oszillator, aus dem die Frequenzen des Ab- 
tast- und des Aussteuer-Magnetf eldes mittels Frequenz- 
teilern phasenstarr abgeleitet werden. 

Es konnen aber auch zwei Oszillatoren zur unabhangigen 
Erzeugung beider Wechsel-Magnetf elder verwendet werden. 
Ein erster Oszillator erzeugt dann die Frequenz des Ab- 
tast-Magnetf eldes, ein zweiter Oszillator die Frequenz 
des Aussteuer-Magnetf eldes . 

Die Vorrichtung weist zudem mindestens einen Feldgene- 
rator auf . Dieser dient zur Beauf schlagung des Analyten 
mit den Wechsel-Magnetf eldern. Es konnen besonders vor- 
teilhaft zwei solcher Feldgeneratoren vorliegen, die 
den Analyten mit dem ersten bzw. zweiten Wechsel- 
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Magnetf eld, also dem Aussteuer-Magnetf eld und dem Ab- 
tast-Magnetf eld, beauf schlagen. 



Die Vorrichtung umfasst einen Magnetf eldsensor, der der 
Aufnahme eines Ant wort -Magnetf eldes der Partikel dient . 
5 Der Magnetf eldsensor wandelt und verstarkt die Amplitu- 

denvariation des Antwort -Magnetf eldes der Partikel und 
leitet sie an einen phasenempf indlichen Detektor wei- 
ter . 

Die Vorrichtung umfasst ferner mindestens einen phasen- 
10 empf indlichen Detektor, der von einem Oszillator gege- 

benenfalls uber einen Frequenzteiler mit einer Refe- 
renzfrequenz gespeist wird. Der phasenempf indliche De- 
tektor ermittelt die Amplitude des Antwort -Magnetf eldes 
bei dieser Frequenz . 

15 Die Vorrichtung kann mindestens einen zweiten phasen- 

empf indlichen Detektor umfassen, der ebenfalls von 
einem Oszillator gegebenenf alls liber einen Frequenztei- 
ler mit einer Ref erenzf requenz gespeist wird. 
In diesem Falle wurde der erste phasenempf indliche De- 

20 tektor zweckmaMgerweise mit der Abtastf requenz als Re- 

ferenz gespeist und dementsprechend die Amplitude des 
Ant wort magnetf eldes bei der Abtastf requenz liefern. Der 
zweite phasenempf indliche Detektor wurde als Referenz 
mit einem Vielfachen der Frequenz des Aussteuer-Magnet- 

25 f eldes gespeist. Der zweite phasenempf indliche Detektor 

untersucht die Amplitude des Antwort -Magnetf eldes , wel- 
che Uber den ersten phasenempf indlichen Detektor an den 
zweiten phasenempf indlichen Detektor geleitet wird, auf 
eine Frequenzkomponente , die einem geradzahligen Viel- 
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fachen, insbesondere dem Doppelten der Frequenz des 
Aussteuer-Magnetf eldes entspricht. Der zweite phasen- 
empf indliche Detektor erzeugt eine Ausgangsspannung, 
die der Amplitude dieser Frequenzkomponente entspricht. 

Zur Maximierung der demodulierten Signale kann die Vor- 
richtung ferner Phasenschieber an den Ref erenzeingangen 
der phasenempf indlichen Detektoren beinhalten. 

Im weiteren wird die Erfindung an Hand von Ausfiihrungs- 
beispielen und der beigefugten Figuren 1 bis 8 naher 
beschrieben. 

Figur 1 veranschaulicht die zugrundeliegende physikali- 
sche Eigenschaft superparamagnetischer und f erromagne- 
tischer Materialien. Derartige Materialien weisen eine 
nicht-lineare Magnetisierungskennlinie auf (Fig. lb) . 
. Im Gegensatz hierzu weisen diamagnetische und paramag- 
netische Materialien eine lineare Magnetisierungskenn- 
linie auf (Fig. la) . 

Die Substanz werde mit einem Wechselfeld der Frequenz f 
und der Amplitude H a beauf schlagt . Ein etwaiges zusatz- 
lich vorhandenes statisches Magnetfeld, z. B. das Erd- 
magnetf eld, werde rait H 0 bezeichnet. 

H(t) = H a sm(2rf)+H 0 (1) 

Figur la stellt die magnetische Aussteuer-Induktion 3 
einer paramagnetischen Substanz auf ein Aussteuer- 
Magnetf eld 1 dar. Eine paramagnetische Substanz ist 
charakterisiert durch eine konstante Permeabilitat 
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M = MoMr mit M r >l- D abei bezeichnet /^=4^-10 



-7 Vs 



die 



Am 



Permeabilitat des Vakuums und p r die relative Permeabi- 
litat oder Permeabilit&tszahl des Materials. Die resul- 
tierende magnet ische Aussteuer-Induktion 3 



ist, wie in Figur la gezeigt, unverandert sinusfSrmig, 
Ein paramagnetisches Material mit einer linearen Magne- 
tisierungskennlinie 2 liefert also eine unverzerrte 
Antwort. Das gleiche gilt entsprechend fur diamagneti- 
sche Materialien mit konstanter relativer Permeabilitat 



Superparamagnetische Substanzen weisen die erwahnte 
nicht-lineare und nicht-hysteretische Magnetisierungs- 
kennlinie 5 auf . Die Magnetisierung M(H) superparamag- 
netischer Substanzen lasst sich im allgemeinen durch 
die Forme 1 



B(t) = MoMr H a sin(2^)+ MoM r H o 



(2) 



Mr <1 • 



M(H) = M S L 




(3) 



beschreiben. Dabei bezeichnet 



L (x)=coth(x)-- 



(4) 



• 1 
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die Langevin-Funktion, B c die charakteristische Induk- 
tion, M s die Sattigungsmagnetisierung der Partikel und 

* 

x = das Argument der Lang evin-Funkt ion. 

B c 

Die typische magnetische Antwort eines superparamagne- 
tischen Materials ist durch die verzerrte Sinusfunktion 
als magnetische Aussteuer-Induktion 6 in Fig. lb darge- 
stellt und lasst sich im allgemeinen durch Einsetzen 
von Formel (1) in Formel (3) gemaJi Formel (5) beschrei- 
ben: 



10 B(t) = ML 



f ^ 



(5) 



Erf indungsgemaii wird ein Aussteuer-Magnetf eld 4 zur 
Aussteuerung der Magnetisierungskennlinie 5 verwendet. 
Das Aussteuer-Magnetf eld 4 ist ein Wechsel-Magnetf eld 
mit bestimmter Frequenz f. 

Zusatzlich wird der Analyt mit einem zweiten Wechsel- 
feld (nicht dargestellt) , einem sogenannten Abtast- 
Magnetfeld, beauf schlagt . Die Frequenz des Abtast- 
Magnetfeldes wird verschieden von der Frequenz des Aus- 
steuer-Magnetf eldes 4 gewahlt. 

20 Figur 2 erlautert das dem Verfahren zugrunde liegende 

Prinzip. Figur 2b kennzeichnet den Fall eines superpa- 
ramagnetischen oder f erromagnetischen Analyten und Fig 
2a den eines diamagnetischen oder paramagnetischen Ana 
lyten. Das Aussteuer-Magnetf eld 4 fuhrt, wie in Fig. 1 

25 gezeigt, zu einer verzerrten magnetischen Aussteuer- 
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Induktion 6, deren zeitliche Abhangigkeit durch Formel 
(5) beschrieben wird. Das zusatzlich aufgebrachte zwei- 
te Wechsel-Magnetfeld fiihrt als Abtast-Magnetf eld in 
dem Falle, dass die durch das Aussteuer-Magnetf eld 4 
erzeugte magnetische Aussteuer-Induktion 6 seinen Null- 
durchgang durchlauft, zu einer grofien zusatzlichen Ab- 
tast- Induktion bei der Frequenz des Abtast-Magnetf eldes 
(Figur 2b, Nr. 9) . 

In dem Falle, dass die durch das erste Wechsel-Magnet- 
feld (Aussteuer-Magnetf eld 4) erzeugte Induktion 6 ein 
Betragsmaximum aufweist, fiihrt das Abtast-Magnetf eld 
nur zu einer kleinen zusatzlichen Induktion (Figur 2b, 
Nr. 10) . 

Die Amplitude des Antwort-Magnetf eldes 11 wird namlich 
durch die Ableitung der Magnetisierungskennlinie kon- 
trolliert. Im Falle superparamagnetischer oder ferro- 
magnetischer Substanzen ist diese Steigung der Magneti- 
sierungskennlinie im Falle grofier Magnetfelder \H\ er- 

heblich kleiner als im Ursprung bei H = 0. Fur superpa- 
ramagnetische Substanzen mit einer Magnetisierungskenn- 
linie gem&fi Gleichung (5) ergibt sich diese Aussage 
durch Betrachten der Ableitung der Langevin- Funk t ion, 



dl (jc) 
dx 



= l-coth(;t) 2 - 



x 



(6) 



die fur grofie \x erheblich kleiner ist als im Ursprung 
bei x = 0. 
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Stellt man den Verlauf der Amplitude 11 der magneti- 
schen Induktion, das heiJit des Antwort-Magnetf eldes, 
bei der Frequenz des Abtast -Magnet f eldes als Funktion 
der Zeit dar, so erkennt man, dass diese Amplitude 11 
5 gerade mit der doppelten Frequenz des Aussteuer-Magnet- 

feldes 4 variiert. Sie hat ihre Minima bei den Extrema 
und ihre Maxima bei den Nulldurchgangen des Aussteuer- 
Magnetfeldes 4 bzw. der magnetischen Aussteuer-Induk- 
tion 6 . 

Im Falle eines paramagnetischen Analyten erhalt man 
aufgrund der linearen Magnetisierungskennlinie 2 in Fi- 
gur 1 eine unverzerrte magnetische Induktion 3 durch 
das Aussteuer-Magnetf eld 1. Somit erhalt man eine 
gleichbleibende Amplitude 8 der zusatzlichen Induktion 
7 aufgrund des Abtast-Magnetf eldes unabhangig davon, 
welchen Wert das Aussteuer-Magnetf eld 1 bzw. die Aus- 
steuer- Induktion 3 gerade annimmt (Figur 2a, Nr. 7) . 
Die entsprechende Amplitude 8 der magnetischen Indukti- 
on bei der Frequenz des Abtast-Magnetf eldes ist zeit- 
lich konstant. 

Neben der doppelten Frequenz der Frequenz des Aussteu- 
er-Magnetf eldes 4 (bzw. Aussteuer-Induktion 6) enthalt 
die Amplitude 11 des Aussteuer-Magnetf eldes 4 bei der 
Frequenz des Abtast-Magnetf eldes auch hohere Harmoni- 
25 sche der Frequenz des Aussteuer-Magnetf eldes 4 . Bei 

einer symmetrischen Aussteuerung der Magnetisierungs- 
kennlinie 5 (d.h. H 0 = 0) findet man allerdings nur 
Frequenzkomponenten bei geradzahligen Vielfachen der 
Frequenz des Aussteuer-Magnetf eldes 4 . Bringt man zu- 
30 satzlich ein statisches Gleichfeld H 0 auf den Analyten 



10 



15 



20 



WO 2004/077044 



PCT/DE2004/000149 



14 

auf, so erhalt man zusatzliche Frequenzkomponenten bei 
ungeradzahligen Vielfachen der Frequenz des Aussteuer- 
Magnetf eldes . 

i 

Das Verfahren weist den Vorteil auf, dafi nur Analyten 
mit nicht-linearer Magnetisierungskennlinie 5 eine 
zeitliche Variation der Amplitude 11 zeigen, wie in 
Fig. 2b gezeigt . Paramagnetische oder diamagnetische 
Substanzen mit linearer Magnetisierungskennlinie 2 hin- 
gegen weisen eine konstante Amplitude 8 der magnet i- 
schen Induktion bei der Frequenz des Abtast -Magnet fel- 
des auf (Fig. 2a) . Diese Selektivitat zeichnet das er- 
findungsgemafie Verfahren gegenuber den Verfahren gemafi 
Stand der Technik aus, die nicht unterscheiden, ob die 
gemessene Suszeptibilitat von einem dia- bzw. paramagr- 
netischen oder einem super- bzw. f erroparamagnetischen 
Material herrtihrt. 

Figur 3 zeigt eine erste Vorrichtung zum selektiven 
Nachweis und/oder zur Quant if izierung superpara- 
und/oder f erromagnetischer Partikel an Analyten. Die 
Bauteile sind so konfiguriert , dass eine aufgrund der 
Nichtlinearitat der Magnetisierungskennlinie 5 der Par- 
tikel erzeugte Frequenz -Komponente der Magnetf elder 15, 
18 bei einer Mischf requenz gemessen wird. 

Erforderlich sind ein geeigneter Behalter 12, in dem 
sich ein Analyt in einem Melivolumen befindet. Der Ana- 
lyt kann durch an sich bekannte Verfahren wie selektive 
Phy s i sorp t i ons r eakt ion , Chemi s orp t i ons reak t i on , Pr a z i - 
pitation, Filtration, oder Extraktion in den Behalter 
12 eingebracht werden. An den Analyten sind nachzuwei- 
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sende superpara- und/oder f erromagnetische Partikel ge- 
koppelt . 

Ein Oszillator 16 erzeugt die Frequenz des Aussteuer- 
Magnetfeldes 18, welches mittels eines Feldgenerators 
17 dem Analyten beaufschlagt wird. 

Ein Oszillator 13 erzeugt die Frequenz eines zweiten 
Wechsel -Magnet feldes, des Abt as t -Magnet f eldes 15, wel- 
ches mittels eines weiteren Feldgenerators 14 dem Ana- 
lyten beaufschlagt wird. 

Das von den Partikeln bzw. Analyten ausgehende Antwort- 
Magnetfeld 19 wird von einem Magnetf eldsensor 20 in 
eine elektrische Spannung gewandelt und vorverstarkt . 

Ferner umfasst die Vorrichtung einen ersten phasenemp- 
findlichen Detektor 21, der die Frequenz des Abtast- 
Magnetfeldes 15 vom Oszillator 13 als Referenz einge- 
speist bekommt. Dieser phasenempf indliche Detektor 21 
ermittelt den zeitlichen Verlauf der Amplitude (s. Fig. 
2, Nr. 11 bzw. 8) des Antwort -Magnet feldes 19 bei der 
Frequenz des Abtast -Magnetf eldes 15. Diese Amplitude 11 
bzw. 8 wird durch einen zweiten phasenempf indlichen De- 
tektor 23, der durch Oszillator 16 die Frequenz des 
Aussteuer-Magnetfeldes 18 Ober einen m-fachen Frequenz- 
vervielfacher 22 als Referenz gespeist bekommt , auf 
eine Frequenzkomponente untersucht, die dem xn-fachen 
Vielfachen der Frequenz des Aussteuer-Magnetfeldes 18 
entspricht, mit einer ganzen, positiven Zahl m. Bevor- 
zugt wird m gerade gewahlt, besonders bevorzugt ist 
m = 2. Die erzeugte Ausgangsspannung 24 entspricht der 



m 1 » 
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Amplitude dieser Frequenzkomponente . Es wird eine Fre- 
quenz-Komponente bei einer Mischf requenz gemessen, die 
nur bei Vorliegen einer Nichtlinearitat der Magnetisie- 
rungskennlinie der Partikel auftritt. 

Sofern die Detektionskette 19 bis 23 linear arbeitet, 
ist die Ausgangsspannung 24 linear vom superparamagne- 
tischen/ferromagnetischen Moment im Probenvolumen von 
Behalter. 12 abhangig. 

Bei konstantem Moment der Einzel-Magnetpartikel im Ana- 
lyten und konstantem Messvolumen ist die Konzentration 
der magnetischen Marker in der Probe proportional zur 
Ausgangsspannung 24 . Die Amplitude des Aussteuer- 
Magnetfeldes 18 wird in vorteilhaf ter Weise derart ge- 
wahrt, dass der Analyt in die magnetische Sattigung ge- 
trieben wird- Im Falle superparamagnetischer Partikel, 
deren Magnet isierungskennlinie durch Gleichung (3) be- 
schreibbar ist, wird die Amplitude des Aussteuer- 
Magnetfeldes 18 in der GroBenordnung des charakteristi- 
schen Feldes B c der verwendeten superparamagnetischen 
Partikel gewahlt. Die Kriimmung der der Magnetisierungs- 
kennlinie (Gleichung 3) zugrundeliegenden Langevin- 
Funktion 



hat ihr Betragsmaximum bei x = 1,37. Besonders vorteil- 
haft ist also eine Amplitude des Aussteuer-Magnetf eldes 
18 von MqH q =1,375 c . Die Frequenz des Aussteuer-Magnet- 
feldes 18 wird zur Aussteuerung der Magnetisierungs- 



d\ (x) 
dx 2 




(7) 
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kennlinie 5 in vorteilhaf ter Weise niedrig gewahlt, 
z. B. zwischen 50 Hz und 100 Hz, denn zur Erzeugung von 
Feldern derart niedriger Frequenzen k6nnen Spulen mit 
hoher Windungszahl und dementsprechend niedrige Strome 
und Spannungen verwendet werden. Das Abtast -Magnetf eld 
15 wird in vorteilhaf ter Weise hochfrequent gewahlt, 
z. B. zwischen 10 kHz und 100 kHz. Insbesondere bei der 
Verwendung von Indukt ions spulen als Magnetf eldsensoren 
20 hat eine hohe Frequenz des zweiten Magnetf eldes den 
Vorteil, dass die der Frequenz proportionale induzierte 
Spannung 24 in der Messspule 20 hoch ist. 

Ein etwaiges statisches Umgebungs-Gleichfeld wird in 
vorteilhaf ter Weise moglichst klein gewahlt. 

Figur 4 skizziert eine alternative Vorrichtung. Ein 
Quarzoszillator 25 wird zur Erzeugung einer Frequenz 
verwendet, die mittels dreier Frequenzteiler 26, 27 und 
28 heruntergeteilt wird. Die Teilungsverhaltnisse der 
drei Teiler 26, 27 und 28 werden derart gewShlt, -dass 
sie jeweils 

1 1 A 1 

— , und — 

i m-n n 

mit ganzen, posit iven Zahlen t und n betragen. Die 
ganze, positive Zahl m bezeichnet das Vielfache der 
Aussteuer-Frequenz, das demoduliert wird. In vorteil- 
haf ter Weise wird m gerade, in besonders vorteilhaf ter 
Weise wird m - 2 gewahlt. Die Feldgeneratoren 17 und 14 
erzeugen das Aussteuer-Magnetf eld 18 und das Abtast- 
Magnetfeld 15. Das Antwort-Magnetf eld 19 wird uber eine 
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differentielle, das heiJit gradiometrische Induktions- 
spule als Magnet feldsensor 20 aufgenommen. Die Spule 
ist derart angefertigt, dass sie aus zwei identisch ge- 
fertigten, aber jeweils gegensinnig gewickelten, in Se- 
rie geschalteten Teilspulen besteht, wobei der Analyt 
im BehSlter 12 nur in eine der beiden Teilspulen einge- 
taucht wird. Damit wird vorteilhaft erreicht, dass der 
parasitare Effekt der direkten Induktion einer elektri- 
schen Spannung bei der Abtast frequenz gering gehalten 
wird, so dass die Amplitude des Abtast-Magnetf eldes 15 
sehr hoch gewahlt werden kann, ohne dass eine Ubersteu- 
erung des Vorverstarkers des Magnetf eldsensors 20 ein- 
tritt . Auf diese Weise wird eine Steigerung der Emp- 
findlichkeit der Apparatur erreicht. 

Ferner beinhaltet die Vorrichtung einen ersten phasen- 
empf indlichen Detektor 21, der die Frequenz des Abtast- 
Magnetfeldes 15 vom Frequenz -Teiler 26 als Referenz 
eingespeist bekommt und der den zeitlichen Verlauf der 
Amplitude (s. Fig. 2, Nr. 11 bzw. Nr. 8) des Antwort- 
Magnetfeldes 19 bei der Frequenz des Abtast-Magnetf el- 
des 15 ermittelt. Diese Amplitude 11 bzw. 8 wird durch 
einen zweiten phasenempf indlichen Detektor 23, auf eine 
Frequenzkomponente untersucht, die dem m-fachen Vielfa- 
chen der Frequenz des Aussteuer-Magnetf eldes 18 ent- 
spricht, mit einer ganzen, posit iven Zahl m. Diese Re- 
ferenzf requenz wird im Ausfuhrungsbeispiel der Figur 4 
von einem Frequenz -Teiler 28 direkt aus der Frequenz 
des Oszillators 25 heruntergeteilt , anstelle, wie im 
Beispiel der Figur 3, einen Frequenzvervielf acher ein- 
setzen zu mussen. In vorteilhaf ter Weise sind auf diese 
Weise alle drei Frequenzen phasenstarr gekoppelt, so 
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dass ein etwaiger Oszillatordrift unerheblich fur die 
Messung ist. 

Nach den beiden phasenempf indlichen Detektoren 21 und 
23 steht die Ausgangsspannung 24 als Messsignal zur 
5 Verfugung. 

Figur 5 skizziert eine weitere Vorrichtung. Ein Quarz- 
oszillator 25 wurde als Frequenzbasis verwendet, die 
mittels dreier Frequenzteiler 29, 30 und 28 herunterge 
teilt wurde. Die Teilungsverhaltnisse der drei Teiler 
10 29, 30 und 28 werden derart gewahlt, dass sie jeweils 



1 1 A 1 

und — 



n + m' n(n + m) n 

mit ganzen, positiven Zahlen m und n betragen. Dabei 
bezeichnet m wieder das Vielfache der Aussteuer-Fre- 
quenz. In vorteilhaf ter Weise wird m gerade, in beson- 

15 ders vorteilhaf ter Weise wird m - 2 gewahlt. Die Vor- 

richtung aus Figur 5 beinhaltet nur einen phasenemp- 
f indlichen Detektor 21, der die n-fach heruntergeteilte 
Frequenz des Oszillators 25 als Referenz eingespeist 
bekommt. Dieser phasenenipf indliche Detektor 21 ermit- 

20 telt den zeitlichen Verlauf der gleichen Magnetf eldkom- 

ponente wie in den beiden vorher vorgestellten Ausfiih- 
rungsbeispielen aus Fig. 3 und 4. 

Experiment ell wurden Proben verschiedener Konzentratio- 
nen von Magnetpartikeln hergestellt und vermessen. Dazu 
25 wurde eine Losung von kolloidalen Eisenoxid-Partikeln 

im Nanometer-GroBenbereich hergestellt und seriell mit 
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isotonischer Kochsalzlosung (PBS) verdunnt. Figur 6 
zeigt die gemessene Ausgangsspannung mit Standardabwei- 
chung als Funktion der Eisen-Konzentration der Proben. 

Figur 7 zeigt, wie die Messsignale einer Probe fester 
5 Konzentration in Abhangigkeit von einem statischen Um- 

gebungs-Gleichfeld H 0 variieren. Maximale Ausgangsspan- 
nung erhalt man bei minimalem Gleichf eld. Bei einer 
Gleichf eldamplitude von etwa 1,9 mT beobachtet man ein 
Minimum der Ausgangsspannung, fur hohere Gleichf elder 
10 steigt das Signal wieder an, Rechnerisch lasst sich 

zeigen, dass das Signal einen Verlauf wie die dritte 
Ableitung der Langevin- Funktion 



= -2(l - coth(xf J + 4 ooth(xf ■ (l - coth(xf )+ 4 ( 8 ) 

dx / x 



haben sollte. In Figur 7 ist vergleichsweise diese 
15 Funktion mit skalierter Amplitude und angepasstem cha- 

rakteristischen Feldwert B c = 1,4 mT (x = p 0 H/B c ) einge- 
zeichnet. Die Ubereinstimmung mit den Messwerten ist 
insbesondere fur kleine statische Gleichfelder H 0 be- 
eindruckend gut. 

20 Figur 8 stellt die gemessene Abhangigkeit der Ausgangs- 

spannung einer Probe fester Konzentration in Abhangig- 
keit von der Amplitude des Aussteuer-Magnetf eldes dar. 
Durch Integration uber den amplitudenabhangigen Signal - 
verlauf wurde das zu erwartende Signal berechnet und in 

25 Fig. 8 eingetragen. Die Ubereinstimmung mit den Mess- 

werten ist insbesondere fur kleine Amplituden gut. 
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Das erfindungsgemSiie Verfahren/Vorrichtung kann insbe- 
sondere fur folgende Anwendungen verwendet werden; 

Nachweis von chemischen Substanzen, Zellen oder Viren 
uber die quantitative Erfassung der molekularen Wech- 
selwirkung, insbesondere die Ligand-Rezeptor-Wechsel- 
wirkung, die Antigen-Antikorper-Wechselwirkung und die 
Wechselwirkung zwischen Oligonucleotiden, wobei die su- 
perpara- und/oder f erromagnetischen Partikel an die 
Substanzen, Zellen oder auch Viren gekoppelt sind. 



WO 2004/077044 



PCT/DE2004/000149 



22 



Bezugszeichenliste 

1, 4, 18 Aussteuer-Magnetfeld 

2 Magnet isierungskennlinie, linear 

3 Magnetische Aussteuer-Induktion bei li- 
5 nearer Magnetisierungskennlinie 

5 Magnetisierungskennlinie, nicht- linear 

6 Magnetische Aussteuer-Induktion bei 

nicht -linearer Magnetisierungskennlinie 

7 zusatzliche Abtast-Induktion bei linea- 
10 rer Magnetisierungskennlinie 

8 Amplitude der magnetischen Induktion 

bei der Frequenz des Abtast -Magnet - 
feldes bei linearer Magnetisierungs- 
kennlinie 

15 9 # 10 zusatzliche Abtast-Induktion bei nicht - 

linearer Magnetisierungskennlinie bei 
Nulldurchgangen (9) und Extrema (10) 
11 Amplitude der magnetischen Induktion 

bei der Frequenz des Abtast -Magnet - 

20 feldes bei nicht-linearer Magnetisie- 

rungskennlinie 

13, 16, 25 Oszillator 

14, 17 Feldgenerator 

15 Abtast-Magnetfeld 
25 19 Antwort -Magnet f eld 

2 0 Magnet feldsensor 

21, 23 phasenempf indlicher Detektor 

24 Au s gangs spannung 

26, 27, 28, Frequenz -Teiler 
30 2 9, 3 0 
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Patentanspruche 



1. Verfahren zum selektiven Nachweis und/oder zur 

Quant if izierung superparamagnetischer und/oder fer 
romagnetischer Partikel, 
dadurch gekennzeichnet , dass 
5 eine aufgrund der Nichtlinearitat der Magnetisie- 

rungskennlinie der Partikel erzeugte Frequenz- 
Komponente von Magnetfeldern bei einer Mischfre- 
quenz gemessen wird. 

2 . Verfahren nach Anspruch 1 , 
10 dadurch gekennzeichnet, dass 

die Partikel zur Aussteuerung ihrer Magnet isie- 
rungskennlinie (5) mit einem Aussteuer-Magnetf eld 
(4, 18) gegebener Frequenz beaufschlagt werden. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprttche, 
15 bei dem das Aussteuer-Magnetf eld (4, 18) eine Fre- 
quenz zwischen 50 und 100 Hertz aufweist. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprttche, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

die Partikel mit einem Abtast -Magnet f eld (15) mit 
20 einer zum Aussteuer-Magnetf eld (4, 18) verschiede- 

nen Frequenz beaufschlagt werden. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
bei dem das Abtast -Magnet f eld (15) eine Frequenz 
zwischen 10 und 100 Kilohertz aufweist. 



25 6. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
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ein auf Grund der Einwirkung der beiden Wechsel- 
Magnet f elder '(15, 18) induziertes Antwort -Magnet - 
feld (19) der Partikel gemessen wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

die Amplitudenvariation (8, 11) des Antwort- Magnet - 
feldes (19) bei der Frequenz des Abt as t -Magnet f el- 
des (15) gemessen wird. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, 
bei dem die Frequenzkomponente der Amplitudenvaria- 
tion (8, 11) des Antwort -Magnet feldes (19) bei der 
Frequenz des Abtast-Magnetfeldes (15) gemessen 
wird, die ein ganzzahliges Vielf aches der Frequenz 
des Aussteuer-Magnetfeldes (4, 18) betragt. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, 
bei dem die Frequenzkomponente der Amplitudenvaria- 
tion (8, 11) des Antwort -Magnet feldes (19) bei der 
Frequenz des Abtast-Magnetfeldes (15) gemessen 
wird, die ein geradzahliges Vielfaches der Frequenz 
des Aussteuer-Magnetfeldes (4, 18) betragt. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, 
bei dem die Frequenzkomponente der Amplitudenvaria- 
tion (8, 11) des Antwort -Magnet feldes (19) bei der 
Frequenz des Abtast-Magnetfeldes (15) gemessen 
wird, die das Doppelte der Frequenz des Aussteuer- 
Magnetfeldes (4, 18) betragt. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Amplidudenvariation (li) des Antwort- 
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Magnet feldes (19) gewandelt und als Ausgangsspan- 
nung (24) zur Bestimmung der Konzentration des Ana- 
lyten verwendet wird. 

12. Vorrichtung zum selektiven Nachweis und/oder zur 
Quant if izierung superparamagnetischer und/oder fer- 
romagnetischer Partikel an Analyten umfassend: 

- einen Behalter (12) mit nachzuweisendem und/oder 
zu quantif izierenden Analyten, 

- mindestens einen Oszillator (13, 16; 25), zur Er- 
zeugung von Frequenzen von Wechsel -Magnet feldern 
(15, 18), 

- mindestens einen Feldgenerator (14, 17) zur Be- 
aufschlagung des Analyten mit Wechselmagnet- 
feldern (15, 18) , 

- einen Magnet f eldsensor (20) , zur Messung eines 
Antwort -Magnet feldes (19) der Partikel, sowie 

- mindestens einen phasenempf indlichen Detektor 
(21, 23). 

13. Vorrichtung nach Anspruch 12, 
umfassend 

mindestens einen Frequenz-Teiler (26, 27, 28, 29, 
30) zur Teilung der Frequenz des Oszillators (25) . 

14. Vorrichtung nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

der oder die Frequenz-Teiler (26, 27, 28, 29, 30) 
die Oszillator-Frequenz im Verhaltnis ganzer, posi- 
tiver Zahlen teilen. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 13 oder 14, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
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die Frequenz-Teiler (26, 27, 28) die Oszillator 
Frequenz in den Verhaltnissen 



11 1 

- , und — 



m • n n 
teilen . 



16. Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

die Frequenz-Teiler (28, 29, 30) die Oszillator 
Frequenz in den Verhaltnissen 

1 1 A 1 

und 



n ' n + m n(n + m) 

10 teilen. 



17. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Ansprttche 
15 oder 16, 

mit ganzen, positiven Zahlen fur t , m und n. 

18 . Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Ansprttche 
15 15 bis 17, 

mit m als gerader Zahl, insbesondere mit m « 2 . 

19. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche 
13 bis 18, 

die mindestens eine in einem Frequenz-Teiler (26, 
20 28) heruntergeteilte Oszillator-Frequenz als Refe- 

renz in mindestens einen phasenempf indlichen Detek- 
tor (21, 23) einspeist- 

20. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche 
13 bis 19, 

25 die eine im Frequenz-Teiler (26) heruntergeteilte 

Oszillator-Frequenz als Referenz in einen phasen- 
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empf indlichen Detektor (21) und die eine im Fre- 
quenz-Teiler (28) heruntergeteilte Oszillator- 
Frequenz als Referenz in einen phasenempf indlichen 
Detektor (23) einspeist. 

21. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden AnsprUche 
13 bis 20, 

gekennzeichnet durch, 

Feldgeneratbren (14, 17) # die durch die Frequenzen 
der Frequenz-Teiler (26, 27; 29, 30) angesteuert 
werden. 

22. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche 
12 bis 21, 

umfassend mindestens einen Frequenzvervielf acher 
(22) . 

23. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche 
12 bis 22, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

der Magnet feldsensor (20) different iell ausgebildet 
ist . 

24. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche 
12 bis 23, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

der Magnet feldsensor (20) zwei Teilspulen gleicher 
Bauart umfasst. 

25. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden AnsprUche 
12 bis 24, 

dadurch gekennzeichnet, dass 
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die Teilspulen des Magnetf eldsensors (20) gegensin- 
nig gewickelt sind. 

26. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Ansprliche 
12 bis 25, 

dadurch gekennzeichnet , dass 

die Teilspulen des Magnetf eldsensors (20) in Serie 
geschaltet sind. 

27. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche 
12 bis 26, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

der Behalter (12) mit den Analyten nur mit einem 
der beiden Teilspulen des Magnetf eldsensors (20) in 
Kontakt steht . 
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